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＜序論＞
繊毛虫ゾウリムシ（Pαｧzz腕ecjzJ7?zcazJmzr"腕）は、大核と小核という機能及び形態の異なる
２種類の核を持つ単細胞生物である。小核は二倍体の核で転写を行わず、次世代の大核と小
核を作る生殖核である。大核は、倍数性の核で転写のために特化した体細胞核である。
この大核と小核は有性生殖のたびに小核から新生される。有性生殖過程である接合中には、
小核の減数分裂、配偶核の形成および交換、受精核の形成を経て、４つの新大核と４つの新
小核が分化し（MikamM980)、接合完了体（第１細胞周期）が形成される。一方、親の大
核（|日大核）は、受精核の３回目分裂時に紐状化し、新大核・小核の分化中に、約５０個に
断片化し、その後消失する。つまり、同一細胞内で|日大核（親）と新大核（子）の世代交
代が行われる。しかし、｜日大核断片は、新大核の不等分配や不分裂により、新大核を持た
ない細胞が生じたときにのみ再生(ＭＲ;MacronucIearRegeneration）（Sonnebom,1940;Mikami
andHiwatashi,1975）できる。また、新大核と共存する|日大核は、接合後３分裂（第４細胞
周期)まで活発にＤＮＡ合成しているが､その後ＤＮＡ合成が著しく低下する(Mikami,1979)。
繊毛虫テトラヒメナにおいて|日大核はＤＮＡ合成や再生することはなく、新大核が形成され
るとクロマチン凝縮・核凝縮・ＤＮＡラダー状の分解などアポトーシス様のメカニズムで消
失することが明らかになっている（DaviseMk,］992;MpokeandWolfe,1996;Kobayashiand
Endoh,2003)。しかし、ゾウリムシの|日大核は、新大核が形成された後も存在し、いつ機能
を停止し、どのように消失するのか明らかになっていない。既知の情報を考え合わせても
ゾウリムシは、新・'日大核の世代交代が他の繊毛虫とは異なっているようである。
本研究では、新・Ｉ日大核の同一細胞内における世代交代の時期を明らかにするため、新・
Ｉ日大核の挙動を接合後８分裂（第９細胞周期）まで、１)各細胞周期の|日大核断片数、２)|日大
核の再生能力、３)新・'日大核の遺伝子発現、４)新・'日大核の核サイズ、５)|日大核の退化時期
について解析した。さらに、近年、広く生物の初期発生に関わる要因として注目されてい
るヒストン修飾が、ゾウリムシの世代交代に関与するのかを検証した。
く結果および考察＞
ゾウリムシの接合後８分裂（第９細胞周期）までの|日大核断片数とその存在の有無をオ
ルセイン染色により各細胞周期３０細胞ずつ観察した。ほとんどの細胞内には、約４０個に
断片化された|日大核が細胞分裂に伴い分配され、第７細胞周期もしくは第８細胞周期まで
存在していた。ヘテロカリオン（小核と大核の遺伝形質が異なる細胞）同士を接合させ遺
伝子発現を調べたところ、新大核は、第１細胞周期ですでに遺伝子発現が始まり、｜日大核
も第８細胞周期まで続くことが明らかになった。また、第２細胞周期から第８細胞周期ま
では、両方の核が同じように遺伝子発現していることも確認できた（図１)。これは、｜日大
核が第４細胞周期までＤＮＡ合成しているということからもI日大核断片が何らかの機能をお
こなっているということが予測できた。そこで、ｌ日大核は再生できるという仕組みを利用
－１８９－
し、いつまで再生能力を持っているのか解析した。マイクロインジェクション法を用いて
第３細胞周期から第６細胞周期までの新大核を除去し、｜日大核の再生の誘導を試みた。こ
れまで第４細胞周期までの細胞のみで再生が観察されていたが、第６細胞周期の細胞でも
再生することが確認できた（表１)。さらに、接合後４細胞周期までの細胞から新大核を除
去しても再生した１日大核は若返らなかったが､第5-6細胞周期に除去すると再生した|日大核
は性的に未熟化し、若返った（接合能力が失われた)。また、これらのクローンは約５０分
裂の問、接合能力がないことがあきらかになった。これは、通常の接合過程を経た細胞の
未熟期間とほぼ等しい。このことは|日大核が退化運命を変更させられた、つまり性的に成
熟して加齢の進んだ細胞を、性的に未熟な状態に若がえらせるDプログラミングが起きた
と考えられる。
これらの結果から、｜日大核は少なくとも第８細胞周期まで存在すること、｜日大核は細胞
からなくなる直前まで遺伝子を発現していること、第5-6細胞周期の細胞質中には新大核の
プログラミングに関わる物質が存在するということ明らかにした。
ここまでの実験で、断片化した|日大核の数がこれまで報告されてきた約50個（Mikami，
1979）という値と約１０個前後の差が生じたことや核退化の明白ｉｔ債証拠が見つけられなかっ
たことから、｜日大核の退化と新大核の完成時期を明らかにすることを中心にアクリジンオ
レンジ染色・サザンブロット法などを用い解析することにした６
接合完了時、第１細胞周期で観察された|日大核（断片）は、接合誘導から４８時間の飢餓
状態に置くことにより、約５０個に断片化した内１０個前後が退化していることが、アクリ
ジンオレンジ染色から明らかになった（図３Ｅ,F)。接合誘導から２４時間では、約５０個の断
片を確認できたことから、ゾウリムシを接合後、飢餓状態におくことにより、約１０個前後
の|日大核が消失する。ここで、退化せずに残った約40個の|日大核断片は、そのサイズを第
４細胞周期まで増加させていった（図２)。ところが、第5-6細胞周期では、｜日大核は新大
核に－担付着し、新大核から離れた後、｜日大核断片のサイズが一変、減少し始め、退化す
ることがわかった(図３０J)。第７細胞周期ではほとんどの核が退化･消失していた。また、
これらの観察を裏付けるように接合中から接合後第９細胞周期までのＤＮＡを回収し、サザ
ンブロット法を行ったところ、第5-7細胞周期にかけて|日大核断片由来と考えられるrDNA
の崩壊も確認できた。これは、第４細胞周期での新大核の完成と連動していると思われ、
旧大核は、第4,5細胞周期を境に大きく挙動を変えることが明らかになった。
ここまでの結果から、新大核は事実上、第４細胞周期頃に機能的ｐ構造的に完成し、そ
れまでの問、｜日大核の存在は、新大核の機能を補完するために必要不可欠であることを示
している。しかし、一担新大核が完成すると、｜日大核は退化の方向（DNA合成の抑制、核
サイズの減少、ＤＮＡの崩壊）へと運命づけられることが明らかになった（図４)。ゾウリム
シの新．|日大核の同一細胞内での世代交代は、第4,5細胞周期を境として行われ、ここで発
生プログラミングが大きく変わると考えられた。また、ゾウリムシの未熟期・成熟期の制
-190-
御は可逆的なものであると想定できた。
そこで、これらに関わる要因として、一般的に初期発生に強く関わりのあるヒストン修
飾に着目した。ヒストン脱アセチル化阻害剤であるTrichostatinA(TSA)を成熟期と未熟期の
細胞に作用させ、これら２つの期間にヒストンアセチル化が関与するのか、細胞の接合能
力の有無を調べた。成熟期の細胞にＴＳＡを作用させても接合能力を保持したままで大きな
変化は得られなかった。しかし、未熟期間である接合後20,30分裂の接合能力がない未熟細
胞にＴＳＡを作用させたところ、接合活`性が出現し、ゾウリムシの有`性生殖に特異的な小さ
な凝集塊がいくつも形成された（ゾウリムシにおける接合の初期反応）（表２)。これらの
細胞は接合対を形成することはなかったため、ＴＳＡによって接合の最初のカスケード（凝
集反応）が活性化されたと考えられる。すなわち、本来、発現が抑制されていた接合型遺
伝子がヒストンＨ３の過度なアセチル化により活性化されたと考えられる。
この結果より、ゾウリムシ細胞が未熟から成熟になる発生プログラミングにはヒストン
のアセチル化が関係していることが強く示唆でき、発生の初期（新・'日大核の世代交代時
期＝第４．５細胞周期）に制御される遺伝子、もしくは、未熟・成熟期に特異的に発現する
ような遺伝子の発現制御に関与すると考えられた。しかし、ゾウリムシにおいて、これら
の時期に特異的に発現する遺伝子というのは同定されておらず、今後ヒストンアセチル化
と関係する遺伝子群の同定を行う必要があるだろう。
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表１．新大核除去によるI日大核の再生
接合後の
細胞周期
手術した
細胞数
手術後２４時間
生存細胞数
生存率(％）
（細胞数）
接合能力
＋
＊ｍ３４５６
ｏ（し ７
６
２
３
１
２
１
２
２
２
２
４
９
９
６
２
１
１
１
１
100(22）
10004）
10009）
89.5（17）
43.8(7)
２１１
０１４
０１９
１１６
５２
接合能力の有無は、接合後20-25分裂で調べた。
*，位相差顕微鏡で新大核があることを確認し、細胞質の一部を抜き取った。
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表２ＴＳＡ処理によるゾウリムシ未熟細胞の交配反応の変化
成熟細胞 未熟細胞
TSA処理しない細胞 ＋＋＋
TSA処理した細胞 ＋＊＋＋＋
成熟細胞（KNZ2(E),ＫＮＺ５(O)）と未熟細胞（KNO303,KNO313）をそれぞ
れＴＳＡ(0.5lLg/inl)で２４時間処理した｡*,未熟細胞に交配反応が確認された。
－；交配反応なし，＋；１０％以下の細胞が交配反応を起こす,＋Ｈ;５０％以上
の細胞が交配反応を起こす
ノーー
Ａ
(a） (b） ０
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Ｂ
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Cel1cycleaftercolljugation
図１ヘテロカリオンの接合による新・Ｉ日大核の遺伝子発現。Ａ：表現型がＣＮＲからｗｉｌｄ
typeへ変化する。Ｂ：表現型がwildtypeからＣＮＲへ変化する。縦軸は、wild-type細胞の
割合をパーセンテージで示した（95％信頼限界)。○：ｃ"湖gene，●：wild-type
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図２接合後の新･'日大核の核サイズの変化Ａ：新大核(…………)は､接合後第４細胞周期
まで核サイズが徐々に増加している｡Ｂ：｜日大核断片(－)も､新大核と同様に増加する
が､第４細胞周期以降は減少する｡数値は､細胞当たりの|日大核断片数｡接合後､それぞれの
細胞周期当たり､約100個の新大核･'日大核断片の面積をNIHImageで計測し､体積を算出し
た｡栄養増殖期の大核サイズを1として､相対的に示した｡１E：接合後第１細胞周期初期
(17-18時間)，１L：第１細胞周期後期（48時間）
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、■
Ｍ、
Ｍ圏
図３アクリジンオレンジ染色による|日大核断片の退化Ａ,B：栄養増殖期の細胞。 オレンジ
レッドは細胞質中の酸性オルガネラ(リソソームなど)を示す｡大核と小核(DNA)は緑色に染色
される。Ｃ,D：断片化の時期(接合後17-18時間)には､多くの|日大核断片がみられる｡このう
ち2つの断片が退化(酸性化)している(矢尻)。Ｅ,F:第１細胞周期（接合後48時間)｡４つの
大核原基(新大核)が明瞭になる｡矢尻で示しだいくつかの|日大核断片は退化しているＯ
Ｇ,Ｈ:第５細胞周期。|日大核は大きく､新大核に付着している｡新大核から離れた断片は退化
しはじめている。１，J：第６細胞周期｡４つの凝縮した断片は､核死へと進行している｡これら
の核も新大核から離れている｡第2,3細胞周期では､退化している核はなかった。
Ｍ:大核,ＭＡ:新大核,ｍｉ:小核,Ｆ:I日大核断片Scalebar＝５０１｣､．
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図４ゾウリムシの接合後における新･Ｉ日大核の挙動の模式図｡接合後のゾウリムシは、
新大核が分化し、｜日大核が約50個に断片化し、同一細胞内に２種類の大核が存在する。
[新大核］新大核は、核サイズ・ＤＮＡ量ともに第４細胞周期まで増加し、分裂能力をも
つ。また、ＤＮＡ再配列も第４細胞周期まで完成する。遺伝子発現は、分化後すぐに始
まる。［l日大核］｜日大核は、新大核分化後もすぐに退化することはなく、細胞分裂に伴
い分配され、もっとも長いケースで第８細胞周期まで存在する。核サイズ・ＤＮＡ量は
ともに第４細胞周期まで増加する。ところが、第５細胞周期から退化が始まり、ＤＮＡ
の崩壊や核の凝縮もおこる｡第８細胞周期では完全に消化されてしまう。遺伝子発現は、
少なくとも断片の退化が起こる第5,6細胞周期まで続く。新大核が不等分配・不分裂等
で、細胞から消失した場合、｜日大核断片は元の大核と同じ形質に再生する。新・Ｉ日大核
の運命は、第4,5細胞周期を境に大きく変化する。完成した新大核は、第５細胞周期に
発生プログラミングが起こると考えられる。この図は、次の論文をもとに模式化した：
HiwatashiandMikami(1975),Mikami(1979;1987),KimuraandMikami(2003),KimuraeraL
(2004)andlwatakieMb(unpublishedresults）
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学位論文審査結果の要旨
ゾウリムシやテトラヒメナに代表される原生動物・繊毛虫類は単細胞真核生物で､･生殖系列である小核と
体細胞系列である大核を同一細胞内に空間的に分化させるという特異な性質をもつ。有性生殖である接合を
経て新世代が作られるが､この時子孫の新大核は受精した小核から新たに分化し､親由来の|日大核はアポトー
シス様のメカニズムで消失する。しかし、接合後のゾウリムシにおける新・'日大核の挙動は他の繊毛虫類と
異なり、断片化した|日大核は、接合後数細胞周期の間、子孫の細胞内に留まる。本研究は、同一細胞質内に
共存する新．|日大核の挙動とその運命決定のメカニズムを明らかにした。得られた知見は以下の通りである。
1）分化した新大核は、接合後の第４細胞周期に完成する、２）新大核の完成までの間、｜日大核は新大核の
機能を補完する、３）完成した新大核の指令により、|日大核は“死，'が運命づけられ、ただちに崩壊が始まる、
4）第５細胞周期に新大核の発生運命がプログラムされる、５）プログラミングには、ヒストンＨ３のＬｙｓ９
のアセチル化とＬｙｓ４のメチル化が関与する、等のことが明らかになった。
本研究は、発生初期のプログラミングには、ヒストンの修飾が重要な役割を果たしており、このことはこ
のメカニズムが進化的に極めて古い時代にすでに確立していたことを明らかにした点で、画期的である。し
たがって、本論文は博士（理学）に値するものと判定した。
－１９６－
